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小 菜 蛾 化 学 感受 蛋白 基因 PxyICSPI 的 克隆 和 表达 


张 志 春 , EMA, WEZ 


(华中 农业 大 学 植物 科技 学 院 , 武汉 430070) 


摘要 : 利用 RT-PCR 和 RACE 技术 克隆 到 小 菜 蛾 Plutella xylostella 化 学 感受 蛋白 (CSP) 基因 PxylCSP1 (GenBank 登录 
号 : FJ361903) ,其 核 苷 酸 序列 全 长 405 bp ,编码 134 个 氨基 酸 残 基 ,预测 N- 末 端 包 含 19 个 氨基 酸 组 成 的 信号 肽 序列 ， 
估 测 其 成 熟 蛋 日 分 子 量 为 13. 56 kD ,等 电 点 为 6. 12。 该 基因 编码 氨基 酸 序列 和 其 他 鳞 蕊 目 昆 虫 CSP 的 氨基 酸 序列 比 
对 同 源 性 较 高 (70% ~80% ) , RT-PCR 结果 表明 PxylCSP1 不 仅 存 在 于 小 荣 蛾 的 触角 中 ,还 存在 于 头 `. 足 ` 腹 和 功 中 。 
Real-time PCR 结果 表明 PxylCSP1 的 表达 水 平 因 被 测 小 荣 蛾 的 性 别 、 日 龄 、 组 织 不 同和 交配 与 否 而 异 。 
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Molecular cloning and expression characterization of a chemosensory 


protein gene PxylCSP/] from the diamondback moth, Plutella xylostella 


( Lepidoptera: Plutelidae ) 

ZHANG Zhi-Chun, WANG Man-Qun', ZHANG Guo-An ( College of Plant Science and Technology, 
Huazhong Agricultural University, Wuhan 430070, China) 

Abstract: We described the identification and characterization of a new cDNA encoding chemosensory 
protein ( CSP1) from the antenna of diamondback moth, Plutella xylostella, a species whose CSPs have 
not been identified to date. We focused our investigation on this olfactory protein family using reverse 
transcription-polymerase chain reaction strategies. The results showed that the CSP1 gene in diamondback 
moth, named PxylCSP] (GenBank accession no. FJ361903) , is 405 bp in length and encodes 134 amino 
acid residues, with six cysteine residues in conserved positions relative to other known CSPs. The predicted 
N-terminus hydrophobic region contains 19 amino acid residues within the Has-CSP, displaying the 
characteristic features of a signal peptide. Thus the predicted molecular weight ( MW) of the mature protein 
is 13. 56 kD and isoelectric point (pI) is 6. 12. The alignment of PxylICSP1 showed high sequence identity 
(7096 -80% ) with other full-length sequences of other lepidoteran CSPs from GenBank. RT-PCR analysis 
revealed that PxylCSP1 was not only expressed in antennae, but also in head, abdomen, wings and legs. 
The reasult of real-time PCR further indicated that the transcription level of PxylCSPI depended on the 
gender, age, mating status and tissues of the tested moths. 
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昆虫 能 够 感受 空气 中 的 挥发 性 物质 ,并 依 此 作 AAEH (odorant binding protein) ,包含 普通 气味 结 
为 寻 偶 、 竟 食 和 寻找 产 卵 场所 的 信息 ( 娄 永 根 和 程 AEH (general odorant binding ) 和 性 信息 素 结合 


家 安 ,2001; 王 桂 宋 等 ,2001)。 而 昆虫 触角 感 硕 中 
的 一 类 小 分 子 蛋 日 与 脂 溶性 的 气味 物质 的 结合 ,是 
昆虫 专 一 性 识别 外 界 气味 物质 的 第 一 步 生 化 反应 
( Vogt et al., 1999) ,对 于 昆虫 与 外 界 进行 信息 交流 
具有 重要 意义 。 这 类 重 日 分 为 两 大 类 : 一 类 是 气味 
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H (pheromone binding protein) ; 另 一 类 是 化 学 感受 
Æ H (chemosensory protein, CSP), BREZE 
蛋白 是 在 长 期 进化 过 程 中 形成 的 一 类 低 分 子 量 酸性 
可 溶性 和 蛋 日 ,广泛 分 布 于 昆虫 触角 、 踊 市 等 各 种 化 学 
RAP ,和 蛋 日 质 序 列 具 有 较 高 的 保守 性 ,种 内 种 间 
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同 源 性 一 般 为 30% ~90% 。 化 学 感受 重 晶 相对 分 子 
量 较 小 ,平均 13 kD ,多 肽 链 全 长 约 100 ~ 115 4-3 
基 酸 ,有 4 个 保守 的 半 胱 氨 酸 位 点 ,形成 2 个 二 硫 
键 。 其 主要 功能 是 感受 、 识 别 、 转 运 \ 传 导 环 境 化 学 
因子 刺激 信息 ,参与 调节 生理 节律 和 生长 发 育 。 目 
前 发 现 CSPs 广泛 存在 于 鳞 荡 目 (Nagnan-Le et al., 
2000; Picimbon et al., 2000, 2001; Ozaki et al., 
2008) . Hi xH H ( Danty et al., 1998; Briand et al., 
2002; ZEZIZESE, 2007) 3i H ( Kitabayashi et al., 
1998; Riviere et al., 2003) , PT T3 rR H ( Tuccini et al., 
1996; Marchese et al., 2000) fI Erxl H ( Angeli et al., 
1999 ) 等 昆虫 中 。 

小 菜 蛾 Plutella xylostella 是 世界 性 的 重要 蔬菜 害 
E ,危害 严重 , 抗 药性 强 , 难 以 防治 。 近 年 来 在 小 某 蛾 
的 综合 治理 中 利用 其 性 信息 素 引 诱 防治 ,但 具体 的 作 
用 机 理 仍 不 清楚 ,而 且 目 前 还 没有 关于 小 沫 蛾 气味 结 
合 重 日 和 化 学 感受 蛋白 的 相关 报道 。 我 们 元 隆 得 到 
小 羔 蛾 的 一 个 化 学 感受 和 蛋 日 基因 ,对 小 末 蛾 成 虫 不 同 
时 期 和 不 同 组 织 中 该 基因 的 表达 进行 了 人 研究 ,为 研究 
小 某 蛾 的 化 学 感受 过 程 提 供 了 良好 的 基础 。 


1 材料 和 方法 


1.1 供 试 昆虫 

小 沫 蛾 为 本 实验 室 长 期 饲养 的 敏感 品系 ,于 25 
+1%C 、 光 周期 16L: 8D ,相对 湿度 60% — 7096 的 条 件 下 
饲养 ,化 晴 后 备用 。 将 晴 分 单 管 在 上 述 条 件 下 饲养 直 
至 羽化 ,分 上 肉 雄 切 下 触角 后 立即 放 于 液 氨 中 迅速 冷冻 
后 置 于 -707 冷 藏 备用 ,每 个 样品 200 根 触角 。 同 样 
将 去 触角 的 头 、 足 、 腹 部 和 翅膀 前 下 备用 。 
1.2 总 RNA 的 提取 和 cDNA 第 一 链 的 合成 

分 别 取 雌雄 小 某 蛾 触角 各 200 根 , 用 液 氮 研磨 
后 ,参照 TRIpure( 百 泰克 ,北京 ) 试 剂 盒 说 明 书 的 步 
又 提取 总 RNA。 以 反 转 录 酶 (RecertAid First Strand 
cDNA Synthesis Kit MBI Fermentas ,USA ) 合成 cDNA 
第 一 链 ;利用 TaKaRa 3' 和 5'RACE 试剂 盒 合成 3 和 
5'RACE cDNA 第 一 链 。 
1.3 引物 设计 

用 DNAman 软件 比较 已 报道 的 鳞 翅 目 昆 虫 化 学 
感受 恒 昌 基因 的 cDNA 序列 ,根据 保守 区 结合 PCR 引 
物 设计 原则 设计 了 兼并 引物 (CSPls 和 CSPIr) 进行 
PCR 扩 增 ,根据 PCR 测序 结果 设计 了 5 RACE 
( CSPS'outer 和 CSP5'inner) 和 3'RACE ( CSP3'outer 和 
CSP3'inner) 反 应 引物 。 再 根据 序列 拼接 结果 设计 了 
1 对 特异 性 引物 (CSP1Rs 和 CSP1Rr) 用 于 半 和 定量 RT- 


PCR 反应 和 定量 PCR 检测 ,内 参 引 物 为 pxylActins 和 
pxylActina。 引 物 序 列 如 下 : 
CSP1s: 5'-TAYACNGAYCGNTAYGAY-3'; 
CSPlr: 5'-RTCYTGYTTHATNAG-3'; 
CSP5'outer: 5'-ACTCCTGCTCGTGGTTGAT-3'; 
CSP5'inner: 5'-CATTTGCCGCAGTTGTTT-3'; 
CSP3'outer: 5'-TCCTGGTGCCGTATGTGA -3'; 
CSP3'inner: 5'-AAGGAGCACATCCAAGAAGC-3' ; 
CSPI Rs: 5'-CACTACACCGACCGCTATGAC-3'; 
CSPI Rr: 5'- ATTTGCCGCAGTTGTTCTCC-3'; 
pxylActins: 5'-GCGACTTGACCGACTACC-3'; 
pxylActina: 5'-GGAATGAGGGCTGGAACA -3', 
1.4 3&3f PCR 克隆 CSP1 片段 
利用 兼并 引物 (CSPls 和 CSP1a) 5E yi [E /] sse 88e 
CSP1 基因 片段 。PCR 反应 条 件 : 95"C 预 变 性 3 
min ;94*C 60 s$,53*C 30 s,72*C 60 s,35 个 循环 ;72%0 
10 min, X PCR 7^9] Ze 3 e fet SE Rz E VK JE 380 c 2 
1G, EEF pMD-18T 载体 内 ,测序 ,并 对 序列 结果 进 
行 Blast 比 对 分 析 。 
1.5 3’ 和 5’RACE 克隆 小 菜 蛾 CSP1 全 长 基因 
根据 1.4 测 序 绪 果 设计 3 8 5 RACE 引物 
( CSP3' outer 和 CSP3' inner; CSP5' outer 和 CSPS 
inner), 84g TaKaRa 4A F] BJ 3 fI 5' RACE 试剂 盒 
操作 步骤 进行 3 和 5 RACE PCR 2/39, T£ 3' fI 5' 
RACE PCR 779] Zt 3 HR Me GE be FL UK 208 be 2 £0 , E 
隆 于 pMD-18T 载体 内 ,测序 ,并 对 序列 结果 进行 
Blast 比 对 分 析 、 序 列 拼接 和 同 源 性 分 析 。 
1.6 CSP1 基因 的 组 织 分 布 
利用 RT-PCR 技术 检测 小 菜 蛾 CSPI 基因 在 小 
有 集 蛾 雌雄 不 同 组 织 ( 触 角 、 去 触角 头 ` 足 、 腹 部 和 翅 ) 
中 的 表达 。 特 异 引 物 : CSPIRs 和 CSP1Ra; 扩 增 条 
件 : 95C 预 变性 3 min;94%C 60 s,53%C 30 s,72%C 
60 s,35 个 循环 ;72% 10 min, W/M IR actin 和 蛋白 
基因 ( GenBank accession no. : AB282645 ) 作为 内 
参 , 其 引物 为 pxylActins 和 pxylActina。 
1.7 定量 PCR 检测 CSP1 基因 的 时 空 表达 
88 P2545 0,4,8,16 h 和 交配 (羽化 后 单 肉 单 雄 
让 其 交配 16 h 后 取样 ) 小 某 蛾 触角 200 4R, [8] ENT 88 
下 羽化 16 h 小 羔 蛾 肉 雄 虫 的 去 触角 、 足 、 腹 部 和 对 
Tz 1.2 的 方法 提取 RNA 并 合成 cDNA。 特 定 引 物 用 
来 扩 增 小 菜 蛾 CSPI 和 Actin 基因 (pxylhctin) ,以 期 
扩 增 到 227 bp 和 252 bp 的 片断 。 于 ABI Prism 7000 
Sequence Detection System ( Applied Biosystems ) 用 绿 
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ER J6 E E112: ( QuantiTeet SBGR Green. PCR kit; 
Qiagenn, Beijing, China) 进行 real-time PCR , 每 一 样 
品 重复 3 Ko PCR 扩 增 程序 为 95 飞 预 变性 15 min, 
94C 14 s, 55*C 30 s, 72C 30 s, 40 个 循环 , 72% 
5 min。 给 定 样品 被 稀释 到 C, (1,4,16,64 和 256) 
音 ,测定 小 菜 蛾 CSP1 基因 和 pxylActin 的 Ct 值 , 以 
Ct 值 和 logC, EERE HZR (RRE K, ERE B) ,样品 的 
CSP1 相对 表达 值 为 : 

10^" | ACt = Ctpyicsp L - (Ct - B)/K] - 
[ - (Ct -B)/K]I, 


2 结果 与 分 析 


2.1 NÆR CSPI 基因 的 分 子 克 隆 和 cDNA 的 序 
列 分 析 

兼并 PCR 克隆 得 到 一 条 200 bp 的 cDNA 片段 。 
8 E 3 8I S'RACE PCR 我 们 从 小 菜 蛾 触角 中 元 隆 得 
到 一 条 编码 CSP1 的 cDNA ,长 度 约 405 bp, 与 预期 
大 小 一 致 。 序 列 测定 结果 表明 ,该 基因 序列 读 人 码 框 
全 长 405 bp ,编码 134 个 氮 基 酸 残 基 (包括 N 9m 19 
TAERA SA) ,命名 为 PxylCSPI (GenBank 登 
录 号 FJ361903) 。 预 测 其 分 子 量 约 为 13.56 kD, 等 
电 点 为 6.12, 且 成 熟 肽 中 含有 4 个 保守 的 半 胱 氨 酸 
位 点 一 为 昆虫 化 学 感受 和 蛋 日 的 典型 标志 (图 2)。 田 
外 ,推测 的 氨基 酸 和 其 他 鲜 运 目 昆 虫 的 CSPs 多 重 比 
较 发 现 4 个 保守 的 半 胱 氮 酸 残 基 位 置 为 C ，C ， 


Ct PxylActin 


C 和 C (图 2)。 

Hp EH H Eb rH CSPs 系统 进化 树 分 析 将 它 
们 分 成 3 组 (图 3), PxylCSP1. 归于 第 2 组 
( Group2 ) ,包括 BmorCSP4 , PxylCSP3 和 SexiCSP4 
等 ,第 1 组 (Groupl ) 包括 BmoxCSP1, HzeaCSP， 
HvirCSP3 ,HarmCSP 和 HassCSP 等 ,第 3 组 (Group3) 
包括 BmorCSP5 , HvirCSP1 和 MbraCSP 等 。 
2.2  PxylCSP! 的 组 织 分 布 

利用 RT-PCR 技术 检测 小 菜 蛾 PxylCSP1 在 不 
同 组 织 中 的 分 布 ,从 图 4 可 以 明显 看 出 , PxylCSPI 
不 仪 仅 存 在 于 小 菜 蛾 触角 中 ,在 其 他 组 织 中 (去 触 
角 头 部 、 足 、 腹 部 和 即 膀 ) 也 同样 有 表达 。 
2.3 ”基于 real-time PCR 的 PxylICSP! 的 时 空 表达 

Real-time PCR 用 来 比较 小 菜 蛾 肉 雄 触角 中 
PxylCSP1 的 转录 水 平 。 不同 性别 不 同时 间 段 的 
cDNA 由 200 根 触角 的 RNA 反 转 录 而 来 。 未 交配 小 
沫 蛾 刚 羽 化 时 PxylCSPI 的 表达 量 比较 低 ,4 h 后 迅 
速 上 升 , 肉 虫 在 8 h 时 PxylCSPI 的 表达 量 最 高 ,而 
后 下 降 ; 雄 虫 在 4 h 就 达到 最 高 ,而 后 下 降 ; 交配 后 
HEIR PxylCSP1 的 表达 量 明 显 比 交配 前 ( 羽化 16 h) 
低 , 而 肉 虫 却 明 显 比 交配 前 (羽化 16 hb) 高 (图 5)。 

从 图 6 可 以 看 出 ,Pxy1CSP1 在 小 沫 蛾 的 触角 中 
表达 量 最 高 ,在 翅 中 也 有 很 高 的 表达 ,在 去 触角 头 
部 \ 足 和 腹部 的 表达 量 相 对 较 低 ,在 雌 虫 不 同 组织 中 
的 表达 均 略 低 于 雄 虫 。 


1 ATGCAAAAGCTAACCCTGGCTTGTCTCCTGG ToGCGG TGGCGGCGGCG GU GGCGCGCCCC 
1 W Q K L T L À C L L V A V & À À À À R P 

61 A&CGACTCCCACTACACCGACCGCTATGACAACGTGAACCTGGACGAGCTG ATCTCCAAT 
21 N D S5 HY TD RYDNVNLDEL ISIN 

121 CGGAGGCTCCTGGTGCCGTATGTGAAGTGCGTGCTGGACCAGGGCAAG TGCAGCCCGG AC 
41 R R L L V P Y V K CV LDQG KC SPD 

181 GGCAAGGAGCTGAAGGAGCACATCCAAGAAGCTCTCGAGAATAACTGCGGCAAATGCACG 
61 G K ELK EH IQE AL EN NC G K C T 

241 GACAAGCAGCGCGAGGGCACCCGCAAGATGATCGGCCACCCCATCAACCACG AGC AGG ÀG 
81 D K QR E G T R K M IG HP INHEQE 

301 TICTGGGACCAGCTCATCGCCAAG T ACG ACCCCG AG AGG A AG T ACG TC AGCA AG T ACG ÀG 
101 F V D Q L I À KR Y DP E R K Y V 5 K Y E 

361 AAGGAACTCAAGGAGGTCAAGGCCTCATGTTGCTGGCTGGTIGTAA 

121 K E L K E V K à 35 C C V L V x 


图 1 RRA CSPI BUECE BRIT P S TEES E) AERA 


Fig. 1 


Nucleotide and deduced amino acid sequences of PxylCSP1 cDNAs from 


the antennae of diamondback moth Plultella xylostella 
终止 子 以 * 号 表示 ,下 划 线 表示 N 端 推导 的 信号 肽 。GCenBank 登录 号 为 FJ361903, The stop codon is indicated by an asterisk. Putative signal 





peptides at the N-termini are underlined. GenBank accession no. : FJ361903. 
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SEXICSPZ ,ABHHESHIVLCVLSVABLV..... VARPDDSH! 
PZEXYLCSPZ QABHMOELTLACLLVAVARAR..... ARRPNDZHT 
BHORCSPS .BAFHNSLIAFCLFAVLAVA.....LARPDD.E 
HVIRCSP3 i 
BHORCSBP3 ......4.... HPHRC.VRVTW..... ARPE.STY 
EHORCSPIQ .ABHHEILIIVVMAC.VAVTW..... ARPE. STYE 
HZERCSP SOARANBEVLLVLCLF....RÀ..... AARLADDDEY 
HVIRCSPZ OO AAVA.STY 
CFUMCZP3 QRARHELLLVSLLACLVAVAF..... GRPQ.NK 


BHORCSPi /.........r rr nn Assane VVLADD.EY 
PEZUTCSPA4 BAGMA..... lore. IARTÀ..... HPSPS.ET 
SEXICSP3 ABHHEVVFLVFVLT..RVV..... YSHPHDAH 
SLITCSP SAAYMEVVELVCVLA..RVV..... YAHPHESHT 
BHORCSP4 SCANPHETVIVCLLALTAVA,.... LÀRKPE,.tQ 
PEZYLCSP3 .ABHHHSLVLVC.LALVAVA,....À LARPG. AT 
HARRHCSP QSÀRAEMRVLLVLCLF....ÀÀ..... ARLADD.RT 
BHORCSPG QNPHECLTIAALL....FV..... AGLSIAERYE 
HASSCSP .QABBBEVLLVLCLF....RÀ..... AVLADD.REY 


MBRACSP OO ARFEEAHY 
HVIRCSP ^  ........ nn AAMHA..... LARPDGAR 
HVIRCSPi OO ARVAAT 
PEZUTCSP .BAFHHTFLHVCLL...RLV..... RAVSAD.Q 
SEZXICSPI ,ABHMESFIVLCLFGLARVAR,....MARPDOST! 
BHANCZP3 SACAMNSLIAFCLFAVLAVA..... LARPDD.ETY 


图 2 3e CSPI HEW BS) SECRERA Fr PIENERC UL 8838 H ER CSPs 的 同 源 比 对 
Fig. 2 Comparison of the predicted amino acid sequences of PxylCSP1 from antennae of 


male Plutella xylostella with CSPs from other Lepidopteran insects 


4 个 保守 的 半 胱 氨 酸 位 点 用 星 号 “x ” 标 出 The four conserved cysteines are marked by asterisks ( * ). SexiCSP2: MHAIR Spodoptera exigua , 
GenBank 序列 号 GenBank accession no. ABM67689; PxylCSP1: /|v3 NK Plutella xylostella, FJ361903; MbraCSP: 甘蓝 夜 蛾 Mamestra brassicae 
Linnaeus, AAF71291; HvirCSP: AFIR Heliothis virescens, AAM77041 ; HvirCSP1 : Jp] ZE Tg M& Heliothis virescens, AAV34686 ; PxutCSP : +H% PUER 
Papilio xuthus L., BAF91714; SexiCSP1: SHX X IR Spodoptera exigua, ABM67688; BmanCSP3: Hf Æ% Æ Bombyx mandarina Moore, ACA24124; 
BmorCSP5: 家 看 Bombyx mori L., BAF34353; PxutCSP4: 柑橘 风暴 Papilio xuthus L., BAG71915; SexiCSP3: 4H 3€ T IR Spodoptera exigua, 
ABM67690; SlitCSP: 斜纹 夜 蛾 Spodoptera litura, AAY26143; BmorCSP4: 家 看 Bombyx mori L., NP. 001037062; PxylCSP3: /3 Wk Plutella 
xylostella , ABM92663 ; HarmCSP: 棉铃 虫 Helicoverpa armigera ( Hübner) , AAK53762; BmorCSP6: ZÆ Bombyx mori L., NP. 001037065 ; HassCSP: 
烟 夜 蛾 Helicoverpa assulta Guenée, ABB91378; HzeaCSP: 谷 实 夜 蛾 Helicoverpa zea Boddie, AAN63675; HvirCSP1: WF IR Heliothis virescens , 
AAV34687 ; CfumCSP3: z 535 Choristoneura fumiferana Clemens, AAR84079; BmorCSP1 : Æ Bombyx mori L., AAV34688; HvirCSP3 : 烟 芽 
夜 蛾 Heliothis virescens, AAM77042; BmorCSP3: ZÆ Bombyx mori L., NP. 001037064; BmorCSP10: 家 看 Bombyx mori L., ABH88203. 


83 r- HzeaCSP 
| on 1 Harme SP Group! 
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68 100 r- BmorCSP3 
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50 100 SlitCSP 
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SexiCSP2 
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PxutCS P4 
73 SexiCSP1 
p 
0.05 


图 3 小 菜 蛾 CSP1 TIERE H EE CSPs 的 系统 进化 树 
Fig. 3 Phylogenetic analysis of amino acid sequences of PxylCSP1 and various Lepidoptera CSPs 
GenBank 登录 号 同 图 2。 树 枝 上 的 数字 代表 Bootstrap 为 1 000 次 时 的 支持 度 值 ,根据 Pieimbon 和 Gadenne (2002) 的 定义 将 树 分 为 3 组 
( Groupl, Group2 and Group3 ) o GenBank accession numbers are listed in Fig. 2. Bootstrap support values (in percent) based on 1 000 replicates are 
indicated. Analysis indicates three groups ( Groupl, Group2 and Group3) , as defined by Picimbon and Gadenne (2002). 
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图 4  PxylCSPI 的 组 织 特异 性 表达 
Fig. 4  Tissue-specific expression of PxylCSP1 
Am: 雄 虫 触角 Male antenna; Af: 雌 虫 触角 Female antenna; Hm: 雄 虫 头 部 (去 触角 ) Male head (without antenna) ; Hf: 雌 虫 头 部 (去 触角 )Female 
head (without antenna); Abm: 雄 虫 腹部 Male abdomen; Abf: WEI HARE Female abdomen; Lm: Jf rli Œ Male leg; Lf: MEIR E Female leg; Wm: 雄 


HH Male wings; Wf: WMR Female wings; Control: 无 模板 阴性 对 照 No template ( negative control) 。 图 7 同 The same for Fig. 7. 左边 标注 
Marker 的 分 子 量 DNA molecular weight marker ( bp) is indicated on the left side. 


1.6 
14 L1 MESE Male moth 
1.2 WEIR Female moth 
1 
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0.4 
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羽化 后 时 间 Moth age 
图 5 Real-time PCR 检测 PxylCSP1 的 时 空 表达 
Fig. 5 Spatial and temporal expression of PxylCSP1 in antenna by real-time PCR detection 
0h,4h,8h,16h 和 Meted 表示 羽化 后 0, 4, 8 4116 h 及 交配 小 某 蛾 ( 单 雌 单 雄 交配 后 16h)。0h,4ph,8h, 16 h and Mated mean 0, 4, 8 and 
16 h after eclosion and the mated moth (16 h after single female and fale mated). 图 中 纵 坐 标 10 人 “表示 样品 中 的 PxylCSP1 相对 表达 值 。 误 差 线 为 
标准 误 (SE) ,下 同 。10AC of y-axis means the relative expression level of PxylCSP1 gene. The error lines in the figure mean SE. The same below. 


0.6 
0.5 、 

OHER Male moth 
0.4 WER Female moth 





组 织 Tissues 
图 6 Real-time PCR 测定 PxylCSPI 在 不 同 组 织 中 的 表达 量 
Fig. 6 Relative quantification of PxylCSP1 expressed in different tissues by real-time PCR detection 
A: 触角 Antenna; H: 头 部 (去 触角 ) Head (without antanna) ; Ab: 腹部 Abdomen; L: Œ leg; W: $8) Wings. 
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3 讨论 


运 今 为 止 还 没有 关于 小 菜 蛾 化 学 感受 蛋白 的 相 
KRE., RRIJA RT-PCR 和 RACE 技术 克隆 得 到 
小 某 蛾 的 一 个 化 学 感受 重 日 基因 PxylCSPI ,序列 分 
析 表 明 PxylCSP1 具有 一 般 化 学 感受 重 日 典型 的 特 
征 (4 个 保守 的 半 胱 氨 酸 位 点 ,图 2) ,并 且 与 已 报道 
的 其 他 昆虫 的 化 学 感受 重 日 的 氨基 酸 序 列 有 较 高 的 
同 源 性 。 

昆 虫 气味 结 合 蛋 白 主 要 是 特异 性 地 表达 在 触角 
咒 党 神经 元 周围 的 淋巴 液 , 极 少 数 也 可 能 在 其 他 部 
位 表达 (Vogt et al., 2002; 李 正 西 和 Zhou, 2004) 。 
相对 而 言 ,昆虫 化 学 感受 重 日 的 表达 分 布 部 位 则 是 
非常 广泛 。 不 仅 能 在 触角 表达 , 而且 能 在 身体 其 他 
部 位 ,如 唉 .足下 展 须 及 性 腺 等 各 部 的 化 学 感受 需 
HRK, WIH F A R Heliothis virescens 和 家 看 
Bombyx mori 化 学 感受 重 日 在 触角 E AAR AERE 
腹部 均 有 表达 (Picimbon et al., 2000, 2001) 。 美 洲 
XU Periplaneta americana 化 学 感受 和 蛋白 (p-10) 首 
先是 从 是 中 分 离 获 得 ,但 也 能 在 触角 中 表达 
( Kitabayashi et al., 1998) 。 我 们 的 研究 也 发 现 小 菜 
蛾 PxylCSP1 不 仅 在 小 茉 蛾 肉 雄 的 触角 中 高 丰 度 表 
达 ,在 功 中 也 有 较 高 的 表达 ,在 其 他 部 位 ( 头 ` 足 和 
腹部 ) 也 有 低 丰 度 表 达 。 说 明 小 染 蛾 PxylCSP1 在 小 
菜 蛾 号 体 各 部 分 均 有 分 布 。 

PxylCSP1 在 小 菜 蛾 体内 的 时 空 表达 情况 与 气 
味 结合 重 日 在 触角 中 专 一 性 表达 不 同 ,这 可 能 与 它 
们 的 功能 有 关 , 因 为 钱 翅 目 昆虫 主要 通过 触角 感受 
外 界 的 挥发 性 气味 分 子 ,而 对 于 化 学 刺激 的 识别 除 
了 触角 外 ,其 他 组 织 如 足 和 翅 等 也 能 识别 化 学 刺激 
( 王 桂 荣 等 ,2005)。 昆 虫 化 学 感受 蛋白 在 刁 体 各 部 
分 的 表达 分 布 具有 全 面 性 ,蛋白 种 类 具有 多 样 性 ,种 
间 种 内 分 布 具有 普遍 性 ,而且 肉 雄 虫 中 都 有 表达 ,有 
别 于 昆虫 性 信息 素 结合 蛋 日 主要 存在 于 雄 虫 的 现 
象 ,这 些 特点 易于 适应 接受 复杂 的 环境 化 学 刺激 信 
县 ,承担 复杂 的 化 学 感受 功能 ( 刘 金 香 等 ,2005 ) 。 

Reddy 和 Guerrero( 2000 ) 研究 发 现 小 菜 蛾 交配 
肉 蛾 对 绿叶 挥发 物 ((2Z)-3-hexenyl acetate, ( £) 2- 
hexenal 和 (2Z ) -3-hexene-1-ol) 的 反应 要 比 处 女 蛾 和 
未 交配 雄 蛾 明显 。 事 实 上 许多 蛾 子 的 咒 觉 行为 不 仪 
仅 依 靠 上 自然 界 的 化 学 信号 ,还 和 蛾 子 自 身 的 生理 状 
况 ( 日 龄 性别 以 及 交配 与 否 ) 和 个 体 有 关 ( Anton et 
al., 2007) 。 例 如 ,交配 后 脐 楼 蜡 Amyelois transitella 


( Walker) 对 银杏 挥发 物 具有 明显 的 趋 性 ,而 处 女 蛾 
却 没 有 这 种 趋 性 (Phelan and Backer, 1987) ;同样 的 
现象 也 被 发 现在 简 萄 浆果 小 卷 峨 Lobesia botrana 
( Masante-Roca et al., 2007 ) FI IH E RR Manduca 
sexta ( Mechaber et al., 2002) 中 。 我 们 的 研究 表明 
PxylCSP1 在 小 亲 蛾 不 同日 龄 .不同 性别 以 及 交配 前 
后 的 表达 都 不 一 样 ,这 些 是 否 和 小 采 蛾 可 塑性 行 > 
相关 还 有 竺 我们 进一步 研究 。 
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